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Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie, 
insbesondere der Laser Scanning Mikroskopie. 

Stand der Technik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung von 
b.ologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit, Pawley, ..Handbook of 
b.ological confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei werden bestimmte 
Farbstoffe zur spezifischen Markierung von Geweben, Zellen oder von Zellteilen oder 
auch von Materialien verwendet. 

Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die FarbstoffmolekOle 
Pdurch die Absoption eines Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphotonen-Absorption bezeichnet 
(AbbUa). Die so angeregten FarbstoffmolekOle konnen auf verschiedene Weise in 
den Grundzustand zurOck gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist der Obergang 
unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Wellenlange des 
emittierten Photons ist aufgrund der Stokesverschiebung im Vergleich zur 
Anregungsstrahlung generell rotverschoben. besitzt also eine grOliere Wellenlange 
Die Stokesverschiebung ermoglicht die Trennung der Fluoreszenzstrahlung von der 
Anregungsstrahlung. 

In Abb. 1b ist eine Mehrphotonenanregung dargestellt. 

Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern in Kombination 
mit Blockfiltern von der Anregungsstrahlung abgespalten und getrennt beobachtet. 
Dadurch ist die Darstellung einzelner. mit verschiedenen Farbstoffen eingefarbten 
Zellteilen. moglich. Grundsatzlich konnen jedoch auch mehrere Teile eines 
Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich spezifisch anlagernden Farbstoffen 
e.ngefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). Zur Unterscheidung. der von den 
e.nzelnen Farbstoffen ausgesendeten Fluoreszenzsignale. werden wiederum 
spezielle dichroitische Strahlteiler verwendet. 

Der Stand der Technik soil im folgenden beispielhaft anhand eines konfokalen Laser- 
Scanning- Mikroskopes (LSM) eriautert werden (Abb. 2 ). 
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Eh LSM gliedert sich Im wesentlichen in 4 Module: Llchtquelle, Scanmodul 
Detektionseinheit und Mikroskop. Diese Module wenden im folgenden naher 
besohneben. Es wird zusatzlich auf DE19702753A1 verwiesen 
Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem Praparat werden 
in e,nem LSM Laser mil versohiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die Wahl der 
Anregungswellenlange nchtet sich nach den Absoqrtionseigenschaften der zu 
untersuchenden Farbstoffe. Die Anregungssfrahiung wind im Lichtquellenmodul 
erzeugt Zum Einsate kommen hierbei verschiedene Laser (Amon, Argon Krypton, 
-nSa-Laser). Weiterhin erfolgt im Liohtquellenmodul die Selektion der Wellenlangen 
und die Einstellung der Intensity der benotigten Anregungswellenlange. z.B duroh 
den E.nsatz eines akusto optischen Kristalls AnsohlieBend gelangt die 

Soanrn'odu'r 9 ^ *" S ^™°'«™"9 das 

Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit Hilfe des Objektivs (2) 
beugungsbegrenzt uber die Scanner, die Soanoptik und die Tubuslinse in das 
Praparat fokussiert. Der Fokus rested punktformig die Probe in x-y-Riohtung ab Die 
Porelverweilzeiten belm Scannen Qberdie Pnobe liegen meist im Bereich von weniger 
als einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 

Bei einer konfokalen Detektion (desoanned Deteotion) des FluoreszenzHchtes 
gelangt das Lioht das aus der Fokusebene (Specimen) und aus den daruber- und 
darunterliegenden Ebenen emittiert wind, uber die Scanner auf einen dichnoitischen 
StrahUe.ler (MDB). Dieser trennt das Fluoreszenzlich, vom Anregungsllcht. 
Anschheliend w,rd das Fluoreszenzlioht auf eine Blende (konfokale Blende / Pinhole) 
fokussiert, die sich genau in einer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile auSerhalb des Fokus unterdrOckt. Durch 
Varnren der BlendengroBe kann die optische Auflbsung des Mikroskops elngestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dirchroitischer Blockfilter (EF) 
der nochmals die Anregungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren des Blockfilters 
w,rd das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors (PMT) gemessen 
Be, Venvendung einer Mehrphotonen-Absorption erfolgt die Anregung der 
Farbstoffluoreszenz in elnem kleinen Volumen an dem die Anregungsintensita. 
besonders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich grbfier als der detektierte 
Bere,ch bei Verwendung einer konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen 
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Blende kann somi, antfalien und die Detektion kann direk, nach dem Objektiv 
erfolgen (non descannte Detektion). 

In einer weiteren Anordnung zur Detektion einer durch Mehrphotonenabsorptbn 
angeregten Farostofffluoreszenz erfolg, weiterhin eine descannte Detektion, jedoch 
w,rd d,esmal die Pupille des Objektives in die De.ektionseinhei, abgebilde, 
(nichtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wind durch beide 

Detekbonsanordnungen in Verbindung mi, der enteprechenden Einphotonen bzw 

Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt, wiadergagaben, die sich 

m , der Fokusebene des Objekbvs befindet. Durch die Aufzeichnung mehrerer 

bpbsche Schnrtte in der x-y Ebene in verschiedenen Tiefen z der Probe kann 

ansch , attend rechnergestutz, ain draidimansionalas Bild dar Probe genariart werdan 

Das LSM is, somit zur Untarsuchung von dickan Praparaten geeigne,. Die 

Anregungswelleniangan werden durch den varwendaten Farbstoff mi, seinan 

speztfschen Absorptionseigenschaftan bastimmt. Auf die Emissionseiganschaften 

das Farostoffes abgestimmte dichroitische Filter stellan sioher, dali nur das vom 

leweHigen Farbstoff ausgasendete Fluoreszenziicht vom Punktdetekter gemessen 
wird. 

In btomadizinischen Applikationen werden zur 2ai, mehrara varschiedane Zalien Oder 
Zellreg,onen mi, verschiedenen Farbstoffa gleichzaitig markiart (MuMfluoreszenz) 
D,e e.nzeinen Farbstoffa konnen mi, den Stand dar Technik entweder aufgrund 
verschedener Absorptionsaigenschaften Oder Emissionseiganschaften (Spektren) 
gatrenn, nachgewiasan warden. Dazu erfolg, eine zusatdiche Aufspaltung das 
Fluoreszenzlichts von mehreran Farbstoffen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und 
erne gatrannte Detektion der ainzalnan Farbstoffemissionan in gatrannten 
Punkfdetektoren (PMT x). Eine flexible Anpassung dar Detektion und dar Anregung 
an entsprechenda naua Farbstoffeigenschaftan durch dan Anwandar ist mit der oben 
baschnebanan Anordnung nich, maglich. Statt dessen mussen fDr jeden (neuen) 
Farbstoff neue dichroitische Strahlteiler und Blookfilter kreiert werden 
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Uberiagem sich die Emissionsspektren zweler Farbstoffe, so stolen die bisherigen 
De^ k 10nselnrichtungen an (hre Grenzen um ^ 0bereprechen ^ 22 

Farbstoffen Z u vermeiden, muB der spektrale Detektionsbereioh eingeschrankt 
werde, Der Bereich ln dem sich die ^ 

einfach herausgeschnitten und nich, detektiert. Somi. verschiechtert sich die Effizienz 
der Deto W ionsein h e«. Ein gieiches Signai- zu Rauschvernaltnisses kann nur durch 
die Erhohung der Anregungsieistung erzielt werden. woduroh es zu einer 
Praparatschad^ung kommen kann. Deshaib werden heutzutage maxima, bis zu 6 
ve sch,edene Farbstoffsonden simultan eingesetzt, da die Farbstoffe sons, aufgrund 
der s,oh stark Qberiagernden Emissionsbander nich, getrenn, werden kbnnen 



Bisher warden Farbstoffe so modifiziert, daB sie sich entweder 



in ihren 




i • > oiLrii eruw 

izrr' 99 "; 0 ^ 6 " oder in ihren ^^^^ 

un.ersc h e lden . F,g 3 zeigt die Emissionsspektren von versohiedenen typisohen 
Far stoffen. Aufgetragen is, das Emissionssigna, in Abhangigkei, von der 
Wellenlange. Zu erkennen is. das sioh die mi. 1 bis 4 bezeichneten Farbstoffe in der 
Lege und der Form ihrer Emissionsspektren unterscheiden. Diese Farbstoffe sind 
Jedoch ,n den meisten F«len toxisoh fur Lebendpraparate. Somit sind 
Un -suchungen zur Evoiution von Ze,K,erbanden in LebendprSparaten unmbgiich. 
Ende der 90 er Jahre wurden in der Natur vorkommende Farbstoffe die 
sogenannten fluoreszierenden Proteine (GFP, YFP, CFP, TOPAS GFT RFP) 
entdeck KFirma: Clonetech , 1 1<^ ' ' KhK) 

in an den o g. Systemen werden Fiuoreszenzfarbstoffe zur spezifischen Markierung 
aer Praparate eingesetzt 
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lm ZEISS User Scanning Mikroskop META wird die Fluoreszenz spektral 

aufgespa ten. Dazu wird das Emissionslich. im Scanmodul Oder im Mikroskop (bei 

Mehrphotonen-Absorption) mtt HWe des Hauptfarbteiiers (MDB) vom Anregungs, oh, 

abgespaKen. Ein BlockschalMd der nun foigenden Detektoreinheit is, in Abb 5 

argeste ,, Das Lioh, der Probe wird nun mtt Hi„e von einer abbiidenden Op^ 

be, konfokaler Detektion durch eine Blende (Pinhole) PH fokusiert. woduroh 

Fluoreszenz. die auBerhalb des Fokus entstand, unterdrOckt wM. Bel einer 
n,ch. d es cannten Detekt|on entfall( dje B|ende ^ Lfcht ww nw ^ 

-^P-ven Elements D, in seine Spek.ralan.eile zedag,. Ais winke,dispersK,e 
Elemen e kommen Prismen, Gitterund akus.0 optische Elemente in Frage. Das vom 

irj : n r spektra,en Komponenten au, ~ e ^ ^ 

!a,s d F e '" en Ze,,endetekt0r DE a ^ biMet - ^eeer Zeiiendetektor DE m, R « 
e l k J"' 0 " 8819 " 31 Abha " 9i9keit von °er Wellenlanga und wandel, dies in 
zlr Um h T ^ kan " d6r D °~*nei. noch ein Linienfliter 

zur Unterdruckung der Anregungswellenlangen vorgesohaltet werden. 

Der darges,e,,«e Aufbau beschreib, im wesentlichen einen Cemy Turner Aufbau. Be, 
e,ne konfokalen De.ek.ion wird das Lioh. L der Probe mi. der Pinho,eop«k PO duroh 
d,e konfokale Blende PH fokusiert. Bei einer nich.desoann.en De.ek.ion im Falie 

sr o T,r,T en " AbSOrPti ° n kan " dteSe B ' ende entfa " en - Der eret ° -bbiidende 
Spiegel S1 koltaert das Fluoreszenzlich.. AnschlieAend trifft das Lich. auf ein 

dTgT k beiSPie ' SWelSe 6in Giter mit Linienzah, von 651 Linien pro mm 
RIcLn n entePreChend Welleniange in verschiedene 

Rchtungen. Der zweite abbildende Spiage, S2 fokusiert die einzelnen spektra, 
a gespa,.enen Weiieniangenanteile auf die entsprechenden Kanale des 
Ze.tende.ek.ors DE. Besonders vorteiihaf. Is. der Einsatz eines Zeilen- 
SekundareleWronenverfieKachers der Firma Hamama.su H7260. Der De.ek.or besitzt 
32 Kanale und eine hohe Empfindiichkeit Der freia Spektralbereich der oben 
beschnebenen AusfOhrungsform Mrtgt e.wa 350 nm. Der frete Spektraibareich wind 
» d,eser Anordnung gleichmaGig auf die 32 Kanale des Zeilende.ek.ors verteil. 
wodurch s,ch eine optische Aufldsung von eh va 10 nm ergibt Soml. is. diese 

bZT"! " Ur o bedin9t " SpektroSk °' )te 9 eei ^ ist ihr Einsate in einem 

Wgebenden System vorteiihaft, da das Signal pro De,ek.ionskana, aufgrund des 
rela.,v bre,ten detekUerten Spektralbandes noch rela.lv g roR is.. Eine Verschiebung 
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des freien Speeches kann zusstzlich durch eine Vertrehung beispielsweise 
cies Gitters erfolgen. 

Eine weitere mogliche Ausfuhmngsform konnte die Verwendung einea 
Matnxdetektors (, B . eine CCD, beinhalte, Hierbe, wird in einer Koordinal durch 
das d, S pers,ve Element eine Aufapaltung in verachiedene Wellenlangenanteile 
vorgenommen ,n der verbleibenden Richtung au, den, Mamxdetektor wird eine 
komplette Ze.le (oder Spalte) dea geacannten Bildes abgebildet Diese 
Ausmhrungsform ist besonders vorteilhaft bei m Aufbau einea Linienacanners (U ■ 
Code, K,no; ..Confoca, Scanning Optical Microscopy and Related Imaging Systems''-' 

?su m T::: 1996) - Der prinzipieiie Aufbau en,sprt ° M ™ «— »»" M *». 

LSM nach Abb^. Jed och wird atatt eines Punktfokua eine Linia in den Fokua 
koTk ■ T T " Un ' ereUChende Probe ™ "0* in einer Richtung geacannt. Ala 

ScmIm TT di6nt " ein6m S0 ' 0hen AUftaU Ste « einer Lochbl -^ eine 
S Mtebtende. Eine nicbtdeacannte De.ek.ion bei Verwendung einer Mehrphctonen- 

Abaorpbon kann auch mi, dieser Anordnung erfolgen. Hie™ kann wiederum die 
konfokale Blende entfallen. 




Durch die apektrale Aufspaltung dea Fluoreezenzlichtea kann nach Erfaasung der 
Fluoreszenzapektren von Ruoreszenzn^rkern in Reinform und der Erfaasung von 
Spektren mit Fluoreazenzanteilen mehrerer Marker durch ein .unmixing-- Verfahren 
eine getrennte Erfassung der Spektralanteile erfolgen ( DE 1 9 91 5 13 7 A 1). 

Erffndung: 

ErfindungsgemaiJ ist nun erkannt worden, da6 sich die Zahl der fur die 
Fluoreazenzmarkienmg ve.wende.en Fluoreszenzmarker verringern kann oder eine 
Komb.natorik ausgenutzt werden kann, wenn nicht nur Fluoraazenzapektren in 
Reinform als Referenzspektren verwendet werden sondem 

auch Referenzspektren von Miachformen aufgezeichne, werden. Diese Mischformen 
konnan beiapieleweise durch dan zeitabhangigen Farbezuatand ainea biologiachen 
Matenals charakteriaiert aein, wenn ein Fluoreazenzmarker langaam zu einer 
VerfiSrbung fohrt. 
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Weiterhin konnen derartige Mischzustande durch eine Mischfarbe gekennzeichnet 
se,n wenn ein Ruores Z enzmarker seine Farbe bzw. seine Anregungseigenschaften 
wechselt. 

Derartige Mischungsverhaltnisse kOnnen auf verschiedene Weise erzeugt werden- 
S,e konnen in der Probe vorhanden sein, durch Bestrahlung der Probe erceugt 
werden Oder Ergebnis eines biologischen Prozesses sein. der durch eine 
Bestrahlung angeregt wird. 

Mischspektren konnen einen biologischen ProzeB charakterisieren, beispielsweise 
e,ne Konzentrationsanderung. wobei ein erstes Spektmm einem geringeren 
Konzentrationszustand und mindestens ein welteres Spektrum einem hoheren 
Konzentrationszustand entspricht. 

Mittels der unterschiedlichen Referenzspektren werden BildkanS.e definiert und 
entsprechend ausgewertet. Die Erzeugung derartiger Referenzen kann uber das 
gesamte Bild Oder vorteilhaft uber 

markierte „ regions of interest" (RO.) erfolgen. Qber derartige ROI kann auch eine 
gez,elte Manipuiation durch definierte Bestrahlung erfolgen. Es kann weiterhin in 
emer ersten Region eine Referenz bestimmt werden und in mindestens einer 
we,teren Region eine gezielte Bestrahlung und Messung durch Extrahierung von 
M.schspektren erfolgen. Eine Entmischung und Darstellung der Spektren kann nach 
der B.ldaufnahme Oder wahrend der Bildaufnahme erfolgen. 
Uberraschend ergibt sich, daft neuartige Marker wie das fluoreszierende Protein 
Kaede, das sich bei Bestrahlung von griin nach rot verfarbt (Lit: Ando, R Hama H 
Yamamoto-Hino, M., Mizuno, H., and Miyawaki, A. (2002), An optical marker based ' 
on the UV-induced green-to-red photoconversion of a fluorescent protein PNAS 
99/20, 12651-12656) bei der Erfassung von organischen Vorg.ngen, beispielsweise 
inter- und intrazellularer Vorgangeund zur Markierung einzelner Zellen bzw 
Zellpopulationen, eingesetzt und spektral detektiert werden kann 
Photokonvertierbare Farbstoffe, die dynamisch ihre Spektren aufgrund von 
.ntrazellularen Vorgangen verandern bzw. Farbstoffe, die fur FRET verwendet 
werden aber auch andere Indikatorfarbstoffe, konnen durch das erfindungsgemade 
Verfahren vorteilhaft eingesetzt werden. 
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r 6 k6nne " elTOr Z6,,P ~' * - - Kaede markiert 

• Das W m nich, nur « ^,,'1° n "h ein2e ' n ** * M Werden ' 

« in ,z *jz zrrr:;Lt r t ze,,popuia,ion bes,rah,t 

Bestrahlung oder andem Firw v ™ 6ndet Werden > der beispielhaft durch 

Pho<oaCiva,ab,e GFP fo 1 k L ' PPlnC * Sch -*. ■>■ (2002), A 

297 1873 18771 ~ rSeleo * ve Photobleaching of proteins and cells. Science 

ausgeschaltet. ^ d ' eSe Regfonen ei "" ""d 




^tLni 0 : it: s,art und Ende einer 2 — «* «— . «-d 

Pho oa* erungen und Konvere|onen ^ a » 2— von 
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In Fig. 4 wlrd schematise* dargestellt, wfe unterschiedliche Bildkanale CH1-CH3 
geb,,de, warden, wobai wie dargestelK , unterschiedliche spektraie Mischverteilungen 
CH1-3 als Referenz verwendet und zur Bildauswartung harangazogan wardan 
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Patentanspruche 

1. 

Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere mit einem Laser-Scanning- 
M.kroskop, wobei eine zumindest teilweise spektral aufgeloste Detektion des 
Fluoreszenzspektrums erfolgt und Referenzspektren zur spektralen Entmischung 
nerangezogen werden, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Aufnahme der Referenzspektren von zeitiich und / oder spektral veranderlichen 
Farbstoffen und/ oder Farbstoffkombinationen erfolgt und zur Bi.dauswertung dient. 



Verfahren nach Anspruch 1, zur Erfassung von organlschen Vorgangen. 
3. 

Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung intrazellularer Vorgange. 
4. 

Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung interzellularer Vorgange. 
5. 

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 - 4, zur Erfassung von 
Zellen und/oder Zellpopulationen. 

6. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photokonvertierbarer Farbstoffe erfolgt. 

7. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photoaktivierbarer Farbstoffe erfolgt. 

8. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Indikatorfarbstoffen erfolgt. 
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9. 



Verfahren nach einem der AnsprUche 1 - 8, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen erfolgt, die dynamisch ihre Spektren aufgrund 
intrazellularen Vorgangen verandern . 



10. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 9, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen bei unterschiedlichem Anstieg der 
Fluoreszenzintensitat erfolgt. 




11. 



(Verfahren nach einem der AnsprOche 1-10, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren vom fluoreszierenden Protein Kaede erfolgt. 



12. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von PA-GFP erfolgt. 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere mit einem Laser-Scanning- 
M.kroskop, wobei eine zumindest teilweise spektral aufgeieste Detektion des 
Fluoreszenzspektrums erfolgt und Referenzspektren zur spektralen Entmisohung 
herangezogen werden, 
dadurch gekennzeichnet, dad 

die Aufnabme der Referenzspektren von zeiflich und / Oder spektral veranderlichen 
Farbstoffen und/ Oder Farbstoffkombinationen erfolgt und zur Bildauswertung dient. 
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